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【摘要 】 背景 ”动脉 粥 样 硬化 是 世界 范围 内 引起 心 脑 血 管 疾 病 最 主要 的 原因 ， 炎 症 是 目前 研究 热点 ， 其 中 NOD 
样 受 体 3 (NLRP3 ) 是 研究 最 为 深入 的 炎症 小 体 。GLP-1 受 体 激 动 剂 有 抗 动脉 硬化 作用 ， 有 具体 机 制 尚 不 明确 。 目 的 
研究 利 拉 和 鲁 肽 通过 持 抗 氧化 低 密 度 脂 蛋 白 (oox-LDL ) 诱导 的 内 皮 细 胞 损伤 的 作用 机 制 。 方 法 ”培养 人 脐 静 脉 内 皮 细 
胞 (HUVEC ) ， 取 HUVEC 加 空白 血清 作为 对 照 组 ，100 .g/mL 的 ox-LDL 干预 HUVEC 48 h 作为 模型 组 ，100 pg/mL 
的 ox-LDL 干预 HUVEC 24h 后 分 别 加 入 100 nmol/L、200 nmol/L、400 nmolL 利 拉 鲁 肽 处 理 24h 作为 利 拉 鲁 肽 低 浓度 组 、 
利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 。CCK-8 法 计算 细胞 增殖 率 。 通 过 扫描 电镜 观察 焦 亡 细 胞 形态 。 检 测 乳酸 脱氧 
酶 (LDH ) 活力 。 酶 联 免疫 吸附 试验 (ELISA ) 检测 白介素 (下 ) 1B 、LL-18 表达 水 平 。 和 蛋白 质 免 疫 印 迹 试 验 ( Western 
blot ) 检测 NOD 样 受 体 3 ( NLRP3 ) 、 接 头 蛋 白 凋 亡 相关 斑点 样 蛋 白 (ASC ) 、 天 冬 氮 酸 蛋白 水 解 酶 1 ( Caspase-1 ) 、 
焦 亡 执行 蛋白 (GSDMD ) 、N 端 结构 域 的 焦 亡 执行 蛋白 (N-GSDMD ) 表达 水 平 。 结 果 ”模型 组 、 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 
和 利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 细胞 增殖 率 低 于 对 照 组 ， 利 拉 和 鲁 肽 低 浓 度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 细胞 增殖 率 
高 于 模型 组 ( P<0.05 ) 。 细 胞 扫描 电镜 结果 示 模 型 组 细胞 焦 亡 明显 ， 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 、 利 拉 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 重 
肽 高 浓度 组 细胞 焦 亡 情况 明显 改善 。 模 型 组 、 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 LDH 活力 高 于 对 照 组 ， 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 、 利 拉 重 
肽 中 浓度 组 、 利 拉 鲁 肽 高 浓度 组 低 于 模型 组 ( P<0.05 ) 。 模 型 组 、 利 拉 和 鲁 肽 低 浓 度 组 IL-1B 表达 水 平 高 于 对 照 组 ， 
利 拉 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 IL-1B 表达 水 平 低 于 模型 组 ( P<0.05 ) ; 模型 组 IL-18 表达 水 平 高 于 对 照 组 ， 
利 拉 和 鲁 肽 低 浓 度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 鲁 肽 高 浓度 组 IL-18 表达 水 平 低 于 模型 组 ( P<0.05 ) 。 模 型 组 NLRP3、 
ASC 、Caspase-1、GSDMD 、N-GSDMD 表达 水 平 高 于 正常 组 , 利 拉 重 肽 低 浓 度 组 ASC、Caspase-1 表达 水 平 高 于 正常 组 ， 
利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 NLRP3 、ASC 表达 水 平 低 于 模型 组 ， 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 NLRP3、ASC、Caspase-1 表达 水 平 低 于 模 
型 组 ( P<0.05 ) 。 结 论 。 利 拉 和 鲁 肽 显著 抑制 ox-LDL 诱导 的 内 皮 细 胞 NLRP3 炎 性 小 体 活 化 ， 并 且 能 够 抑制 内 皮 细 胞 的 
焦 亡 ， 具 有 抗 动脉 粥 样 硬化 作用 
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[Abstract] Background Atherosclerosis is the primary cause of cardiovascular and cerebrovascular diseases 
worldwide, and inflammation is a current research focus, with NOD-like receptor 3 ( NLRP3 ) being the most intensively 
studied inflammasome. GLP-1 receptor agonists have shown anti-atherosclerotic effects, but the underlying mechanisms remain 


unclear. Objective To investigates the mechanism of liraglutide in antagonizing oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL ) 
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induced endothelial cell injury. Methods Human umbilical vein endothelial cells ( HUVECs ) were cultured, and HUVEC with 
blank serum was served as the control group, 100 .g/mL ox-LDL treated HUVECs for 48 hours was served as the model group. 
Liraglutide was added in concentrations of 100 nmol/L, 200 nmol/L, and 400 nmol/L to the HUVECs treated with ox-LDL for 24 
hours, forming low, medium, and high concentration liraglutide groups, respectively. Cell proliferation rates were calculated 
using the CCK-8 method. Pyroptotic cell morphology was observed by using scanning electron microscopy. Lactate dehydrogenase 
( LDH ) activity was measured. The expression levels of interleukin (IL) 1B and IL-18 were detected using enzyme-linked 
immunosorbent assay ( ELISA ) . Western blotting was used to assess the expression levels of NLRP3, apoptosis—associated 
speck-like protein containing a CARD ( ASC ) ，caspase-1，gasdermin D ( GSDMD ) , and N-terminal GSDMD ( N-GSDMD ) . 
Results Cell proliferation rate in the model group and both low and medium concentration liraglutide groups were lower than the 
control group, while the rate in all liraglutide—treated groups were higher than the model group ( P<0.05 ) . Scanning electron 
microscopy showed obvious pyroptosis in the model group cells, which was significantly reduced in all liraglutide—treated groups. 
LDH activity in the model group and the low concentration liraglutide group was higher than the control group, while it was 
lower in all liraglutide-treated groups compared to the model group ( P<0.05 ) . IL-1B level in the model group and the low 
concentration liraglutide group was higher than the control group, whereas IL-1B levels in the medium and high concentration 
liraglutide groups was lower than the model group ( P<0.05 ) . IL-18 level in the model group was higher than the model group， 
while level in all liraglutide—treated groups was lower than the model group ( P<0.05 ) . The expression levels of NLRP3, ASC., 
caspase-1，CSDMD ，and N-GSDMD in the model group were higher than the control group. In the low concentration liraglutide 
group, ASC and caspase—l1 levels were higher than the control group, whereas in the medium concentration group, NLRP3 and 
ASC levels were lower than the model group. In the high concentration group, NLRP3, ASC, and caspase—l] levels were lower 


than the model group ( P<0.05 ) . Conclusion Liraglutide significantly inhibits NLRP3 inflammasome activation in endothelial 
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cells induced by ox-LDL, and can inhibit endothelial cell pyroptosis, with anti~atherosclerotic effects. 


【 Key words 】 


动脉 粥 样 便 化 (AS ) 的 发 病 率 逐 年 上 升 ， 是 世界 范 
围 内 引起 心 脑 血 管 疾病 的 最 主要 原因 ， 给 患者 、 社 会 带 
来 了 沉重 的 负担 。 故 寻找 新 的 预防 和 治疗 方法 ， 是 当今 
医学 界 臣 待 解决 的 问题 。AS 的 发 病 机 制 涉 及 到 免疫 炎 
症 反应 、 脂 代谢 紊乱 、 氧 化 应 激 、 血 管内 皮 损 伤 及 血 流 
动力 学 的 改变 等 ， 是 一 个 极其 复杂 的 病理 过 程 。 脂 代谢 
亲 乱 和 炎症 是 目前 研究 的 热点 内 容 , 具体 机 制 尚 不 明确 ， 
目前 针对 NOD 样 受 体 3 (NLRP3 ) 的 研究 主要 集中 在 
单 核 巨 唉 细胞 内 ， 对 其 他 细胞 内 有 关 NLRP3 炎症 小 体 
的 研究 较 少 。 最 近 的 研究 发 现 NLRP3 炎 性 小 体 促 使 炎 
症 反应 的 发 生 ， 介 导 了 内 皮 细 胞 的 焦 亡 ， 参 与 了 AS 的 
进程 '' 。 近 年 来 有 研究 发 现 ， 利 拉 鲁 肽 可 以 通过 抑制 
血管 内 皮 损 伤 ， 预 防 AS， 降 低 体质 量 , 减轻 机 体 慢性 
炎症 等 方式 来 减少 心血 管 疾病 的 发 病 风险 '" 1。 近期 有 
研究 报道 利 拉 和 鲁 肽 抑制 了 游离 脂肪 酸 诱 导 的 NLRP3 炎 
钙 小 体 的 活化 ,减少 了 白介素 ( 开 ) 1B 和 天 冬 氮 酸 和 蛋 
白水 解 酶 1 ( Caspase-1 ) 的 分 泌 ， 降低 了 肝脏 中 接头 恒 
白 凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋白 (ASC ) 的 产生 5 。 也 有 研究 
表明 ， 利 拉 鲁 肽 通过 激活 磷酸 腺 苷 来 减弱 氧化 低 密 度 
上 蛋白 (ox-LDL ) 诱导 的 小 鼠 巨 噬 细 胞 脂 质 积 聚 ， 从 
而 抑制 AS “1 。 基 于 此 本 研究 团队 提出 如 下 假说 : 利 拉 
鲁 肽 可 能 通过 抑制 内 皮 细 胞 的 NLRP3 炎症 小 体 活 化 和 
细胞 焦 亡 ， 发 挥 对 AS 的 抑制 作用 。 本 研究 基于 NLRP3 
炎 性 小 体 通 路 ， 进 一 步 探 讨 利 拉 和 鲁 肽 通过 持 抗 氧化 ox- 
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LDL 诱导 的 内 皮 细 胞 损伤 的 作用 机 制 。 
1 材料 与 方法 
1.1 实验 时 间 

2022-03-25 一 2022-05-19。 
1.2 ”细胞 与 主要 试剂 

利 拉 和 鲁 上 肽 注射 液 购 自 诺 和 诺 德 ， 货 号 : 8074252; 
人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 (HUVEC ) 购 自 普 诺 赛 ， 货 号 : CL- 
0122; HUVEC 细胞 专用 培养 基 ; 乳酸 脱氧 酶 (LDH ) 
活性 检测 试剂 盒 (Solarbio， 货 号 : BC0685 ) ; 肌 动 蛋 
白 ( B-Actin) 抗体 ( 内参 抗体 ， 免 抗 ) (Bioss， 货 
号 : bs-0061R) 、 抗 NLRP3 抗体 (Bioss， 货 号 : bs- 
10021R ) 、 抗 ASC 抗体 ( Bioss， 货 号 : bs-34024R ) 、 
抗 Caspase—1 抗 体 (Bioss， 货 号 : bs-10743R ) ; 
抗 焦 亡 执行 蛋白 (GSDMD) 抗体 (Abcam， 货 号 : 
ab209845 ) 、 抗 N 端 结构 域 的 焦 亡 执行 蛋白 (N-CSDMD ) 
抗体 (Abcam， 货 号 : ab215203 ) ; BCA 蛋白 浓度 测定 
试剂 盒 (solarbio PC0020 ) 、 高 效 RIPA 组 织 / 细胞 快速 
裂解 液 ( solarbio R0010 ) 。 
1.3 主要 仪器 设备 

气 套 式 触 屏 C0, 恒温 培养 箱 ( CI-191X ) ; 低速 台 
式 离 心机 (L600-A ) ; 涡 旋 仪 (GL-88D ) ; 生物 安全 
柜 (BSC-1304 TI A2 ); 倒置 生物 显微镜 系统 ( ICX41 ) ; 
数 显 恒温 水 浴 锅 (HH-1) ; 酶 标 仪 (K6600-B); 
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LDZX-50KBS 立 式 高 压 蒸汽 灭 菌 器 ; 细胞 流 式 仪 
(LSRI ) ; 电子 显微镜 ( Hitachi Regulus 8100 ) ; Bio 

小 型 垂直 电泳 及 转 印 (1645050 ) ; 低温 冷冻 离心 机 
( H2050R ) 。 

1.4 细胞 处 理 与 分 组 

1.4.1 细胞 处 理 方法 : HUVEC 接种 于 含 10% 胎 牛 血清 
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发 光 剂 显 色 ， 最 后 对 目的 条 带 进行 扫描 密度 分 析 ， 通 过 
ImageJ 1.0 处 理 分 析 得 出 各 条 带 灰 度 值 ， 得 到 目的 条 带 
与 内 参 和 蛋白 灰 度 值得 比值 。 每 组 重复 3 次 。 
1.6 ”统计 学 方法 

采用 GraphPad Prism 7.0 软件 进行 数据 分 析 ， 符 合 
正 态 分 布 的 计量 资料 以 (x+s ) 表示 ， 多 组 间 比 较 采 用 


的 DMEM 培养 液 中 ， 放 置 在 5%C0,、37 人 恒温 二 氧化 
碳 培 养 箱 中 进行 培养 。 显 微 镜 下 观察 贴 壁 细胞 HUVEC 
密度 ， 当 生长 至 细胞 培养 画面 积 的 90% 左右 即 可 传代 。 
弃 去 培养 基 ， 用 PBS 洗涤 2 次 ,加 入 EDTA- 胰 和 蛋白 酶 
分 离 细 胞 。 将 分 离 后 的 细胞 置 入 15 mL 的 离心 管 中 ， 室 
温 1000 r/min 离心 5 min， 弃 去 上 清 ， 加 入 新 鲜 完 全 培 
养 基 重 悬 细胞 ， 置 于 细胞 培养 箱 中 继续 培养 ， 第 3~7 代 
传代 细胞 用 于 下 一 步 实 验 。 

1.4.2 ”实验 分 组 及 给 药 : 培养 HUVEC， 分 为 对 照 组 、 
模型 组 、 利 拉 鲁 肽 低 浓 度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 
拉 鲁 肽 高 浓度 组 。 取 HUVEC 加 空白 血清 作为 对 照 组 ， 
100 pg/mL 的 ox-LDL 干预 HUVEC 48 h 作为 模型 组 ， 
100 pg/mL 的 ox-LDL 干预 HUVEC 24h 后 分 别 加 入 100 
nmol/L、200 nmolL、400 nmol/L 利 拉 和 鲁 肽 处 理 24b 作 
为 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 、 利 拉 鲁 上 肽 中 浓度 组 、 利 拉 鲁 肽 高 
浓度 组 。 参 考 郑 昊 龙 等 ' | 的 研究 选择 ox-LDL 的 浓度 ; 
参考 高 海 娜 “| 描述 的 方法 选择 的 利 拉 鲁 肽 干预 HUVEC 
浓度 。 

1.5 实验 方法 

1.5.1 CCK-8 法 计算 细胞 增殖 率 : 将 各 组 细胞 接种 于 
96 孔 板 中 培养 24 h， 向 每 孔 加 入 10 pL CCK-8 溶液 ， 
将 培养 板 在 培养 箱 内 孵育 4h， 用 酶 标 仪 测定 在 450 
nm 处 各 组 样本 的 OD。 细 胞 增殖 率 ( %) = [ (实验 组 
0D- 空白 组 0D ) / ( 对照 组 0D- 空白 组 OD ) ] x 10"%。 
1.5.2 ”通过 扫描 电镜 观察 焦 亡 细胞 形态 。 

1.5.3 ”乳酸 脱氧 酶 (LDH ) 活力 : 用 移 液 枪 吸取 各 组 细 
胞 培养 液 ，12 000 g，4 % 离 心 20 min， 取 上 清 液 。 按 照 
检测 试剂 盒 说 明 书 操作 步 又 ， 用 酶 标 仪 测定 在 450 nm 
处 各 组 样本 的 吸光 度 (0D ) ,计算 各 组 LDH 的 活力 。 
1.5.4 酶 联 免疫 吸附 试验 (ELISA ) 检测 炎症 因子 IL- 
1B 、IL-18 表达 水 平 : 用 移 液 枪 吸取 各 组 细胞 培养 液 ， 

1 000g 离 心 20 min, 取 上 清 液 。 参 照 试 剂 盒 说 明 书 操作 
检测 细胞 外 液 IL-1B 、IL-18 表达 水 平 。 

1.5.5 和 蛋白质 免疫 印迹 试验 ( Western blot ) 检测 NLRP3 
炎 性 小 体 活 化 相关 和 蛋白 ( NLRP3、ASC、 Caspase—1 ) 与 
焦 亡 相关 蛋白 (GSDMD 、N-GSDMD ) 蛋白 表达 水 平 : 
提取 细胞 总 蛋白 ， 严 格 按 BCA 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 说 
明 书 进行 重 白 定量 后 ， 进 行 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙烯 
栈 胺 凝 胶 电泳 ， 转 膜 后 室温 下 封闭 ， 用 特异 性 抗体 进行 
免疫 杂交 检测 ， 肌 动 蛋 白 ( B -actin ) 作为 内 参 ， 化 学 


单 因 素 方 差分 析 ， 组 间 两 两 比较 采用 LSD- 检验 。 以 
P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 


2.1 5 组 HUVEC 细胞 增殖 率 比 较 

5 组 HUVEC 细胞 增殖 率 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 
( P<0.05 ) ， 其 中 模型 组 、 利 拉 鲁 肽 低 浓 度 组 和 利 拉 和 鲁 
上 肽 中 浓度 组 细胞 增殖 率 低 于 对 照 组 , 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 、 
利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 鲁 上 肽 高 浓度 组 细胞 增殖 率 高 于 
模型 组 ( P<0.05 ) ， 见 表 1。 


表 1 各 组 细胞 CCK-8 结果 (元 +*，n=5 ) 
‘Table1 Results of CCK-8 in each group 


分 组 细胞 增殖 率 ( % ) 
对 照 组 100 
模型 组 40.75 +4.11" 
利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 53.16 + 4.78™ 
利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 60.41 + 4.97™ 
利 拉 鲁 上 肽 高 浓度 组 90.20 + 9.77" 
下 值 99.02 
P 值 <0.001 


注 :“ 表 示 与 对 照 组 比较 P<0.05, “表示 与 模型 组 比较 P<0.05。 


2.2 ”细胞 扫描 电镜 结果 
电镜 观察 各 组 细胞 形态 学 变化 各 组 细胞 存在 明显 差 
， 对 照 组 细胞 形态 较 好 ， 未 见 明显 损伤 ， 整 体 结构 尚 
， 与 对 照 组 比较 ， 模 型 组 细胞 焦 亡 特征 较 明 显 ， 细 胞 
膜 鼓 包 、 隆 起 、 破 损 ， 出 现 窗 孔 ， 部 分 细胞 内 容 物 释放 
至 胞 外 ; 与 模型 组 比较 ， 利 拉 和 鲁 肽 干预 后 细胞 焦 记 有 不 
同 程度 的 减轻 ， 其 中 高 剂量 组 细胞 焦 亡 程度 相对 最 轻 ， 
细胞 膜 局 部 隆起 、 伪 足 可 见 ; 中 剂量 组 细胞 焦 亡 程度 相 
对 较 轻 ， 膜 破损 或 隆起 、 窗 孔 略 少 、 偏 小 ; 低 剂量 组 细 
胞 焦 亡 程度 较 重 ,细胞 膜 大 面积 隆起 、 破 损 。 各 组 细胞 
电镜 扫描 结果 见 图 1。 
2.3 5 组 HUVEC 细胞 LDH 活力 比较 
5 组 HUVEC 细胞 LDH 活力 比较 ,差异 有 统计 学 意 
义 (P<0.05 ) ， 其 中 模型 组 、 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 高 于 对 
照 组 ， 利 拉 鲁 肽 低 浓度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 重 
肽 高 浓度 组 低 于 模型 组 ( P<0.05 ) ， 见 表 2。 
2.4 5 组 HUVEC 细胞 IL-1B 、IL-18 表达 水 平 比较 
5 组 HUVEC 细胞 IL-1B 、ILL-18 表达 水 平 比较 ， 
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图 1 各 组 细胞 电镜 扫描 结果 


Figure 1 Electron microscope scanning results of each cell group 


差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 其 中 模型 组 、 利 拉 鲁 上 肽 
低 浓 度 组 IL-1B 表达 水 平 高 于 对 照 组 ， 利 拉 鲁 肽 中 浓 
度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 IL-1B 表达 水 平 低 于 模型 组 
( P<0.05 ) ; 模型 组 IL-18 表达 水 平 高 于 对 照 组 ， 利 
和 鲁 肽 低 浓度 组 、 利 拉 鲁 肽 中 浓度 组 、 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 引 
IL-18 表达 水 平 低 于 模型 组 ( P<0.05 ) ， 见 表 3。 


表 2 各 组 细胞 LDH 活力 (xX+s,，n=3 ) 
Table2 LDH activity of cells in each group 


分 组 LDH 活力 ( U/mL ) 
对 照 组 60.67+ 1.94 
模型 组 81.04 + 6.71° 
利 拉 和 鲁 肽 低 浓 度 组 71.21 + 2.31™ 
利 拉 鲁 肽 中 浓度 组 68.79 + 2.51" 
利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 65.39 + 1.82" 
下 值 13.63 
P 值 <0.001 


注 : LDH= 乳酸 脱氧 酶 ;“ 表示 与 对 照 组 比较 P<0.05,， 表示 与 模 


型 组 比较 P<0.05。 


2.5 5 组 HUVEC 细胞 NLRP3 炎 性 小 体 活 化 相关 蛋白 
与 焦 亡 相关 蛋白 表达 水 平 比较 

5 组 HUVEC 细 胞 NLRP3、ASC、Caspase-1、 
GSDMD、N-GSDMD 表达 水 平 比较 ， 差 异 均 有 统计 学 意 
义 (P<0.05) 。 组 间 比 较 结果 显示 ， 模 型 组 NLRP3、 
ASC 、Caspase-1、GSDMD 、N-GSDMD 表达 水 平 高 于 
正常 组 ， 利 拉 和 鲁 肽 低 浓度 组 ASC、Caspase-1 表达 水 
平 高 于 正常 组 ， 利 拉 鲁 肽 中 浓度 组 NLRP3、ASC 表达 


水 平 低 于 模型 组 ， 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 NLRP3、ASC、 
Caspase-1 表达 水 平 低 于 模型 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 
( P<0.05 ) ， 见 表 4。 


表 3 各 组 细胞 I-1B 、IL-18 表达 水 平 (xX+s，pg/mL,， n=3 ) 
Table 3 The expression levels of IL-1B and IL-18 in each group 


分 组 本 [只 mis 
对 照 组 56.57 + 2.87 170.05 + 9.60 
模型 组 71.34 + 3.09" 225.64 + 14.22" 
利 拉 鲁 肽 低 浓度 组 64.38 + 2.84° 195.94 + 13.45" 
利 拉 鲁 肽 中 浓度 组 58.91 + 2.62" 184.19 + 18.45" 
利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 56.24 土 2.86" 163.14 + 10.17" 
值 15.02 9.93 
P 值 <0.001 0.002 
注 : IL-1B= 白介素 1B ，IL-18= 白介素 18;“ 表 示 与 对 照 组 比 


较 P<0.05,“ 表 示 与 模型 组 比较 P<0.05。 
3 讨论 


研究 表明 ， 先 天 免疫 模式 识别 受 体 的 作用 不 仅仅 局 
限于 AS 的 形成 ， 而 且 还 可 以 作为 一 种 连接 机 制 ， 将 其 
与 其 他 免疫 反应 相 联系 ， 从 而 影响 到 整个 动脉 硬化 的 进 
程 ' “| 。 先 天 免疫 模式 识别 受 体 主要 包含 两 类 : 一 类 是 
胞 浆 内 的 NOD 样 受 体 (NLRs ) ， 另 一 类 则 是 细胞 膜 上 
的 Toll 样 受 体 (TLRs ) 。NLRP3 炎症 小 体 为 细胞 内 模 
式 识别 受 体 ， 也 是 目前 研究 最 为 深入 、 最 为 广泛 的 炎 性 
小 体 。 

NLRP3 炎症 小 体 由 受 体 和 蛋白 NLRP3、ASC 和 效应 
蛋白 半 胱 氨 酸 天 冬 酶 原 -1 (pro-Caspase-1 ) 组 成 1。 


(CI 上 > 中 国 全 科 医 学 二 成 和 


者 


表 4 各 组 细胞 NLRP3 炎 性 小 体 活 化 相关 蛋白 与 焦 亡 相关 蛋白 条 
灰 度 值 (x+s，n=3 ) 


Table 4 The gray values of NLRP3 inflammasome activation related 


protein and pyrodeath related protein band in each group 
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胞 增值 率 降 低 及 细胞 膜 结构 的 破坏 ， 说 明 利 拉 鲁 肽 可 以 
抑制 ox-LDL 诱导 的 内 皮 细 胞 损伤 。 本 实验 结果 显示 ， 
与 模型 组 相 比 ,IL-1B 、IL-18 含 量 在 利 拉 和 鲁 肽 中 浓度 组 、 
利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 中 明显 下 降 ， 说 明 一 定 浓度 的 利 拉 鲁 
肽 可 以 抑制 炎症 反应 。 

炎 性 小 体 可 以 促进 Caspase-1 活化 ， 进 一 步 引 起 细 
胞 程序 性 死亡 ， 也 就 是 细胞 焦 亡 2; ， 其 特征 包括 细胞 
膜 破裂 和 细胞 内 炎 性 内 容 物 释 出 '“ 。 在 经 典 焦 亡 途径 
中 不 同 的 NLRs 对 相应 的 刺激 信号 产生 选择 性 应 答 ， 随 
后 pro-Caspase-1 通过 ASC 与 NLR 受 体 蛋白 连接 形成 


分 组 NLRP3 ASC Caspase-1 CSDMD  N-GSDMD 
对 照 组 0.59+0.08 0.64+0.04 073+0.19 0.82+007 0.81+0.15 
模型 组 0.93+0.06 122+0.23 1.40+022” 1.35+0.20 1.24+0.2] 
利 拉 重 肽 
低 浓 度 组 0.80+0.06 1.0340.09 127+013 114+013 112+0.12 
利 拉 重 肽 
中 浓度 组 074+0.11” 071+003 104+0.16 1.06+0.13 1.02+0.13 

| 拉 鲁 
和 入 入 有 0.70+0.10 0.65+004 0.9140.08" 1.06£40.19 094+0.13 
高 浓度 组 

下 值 6.934 16.190 8.207 4.924 3.589 

P 值 0.006 0.001 0.003 0.019 0.046 


注 : NLRP3=NOD 样 受 体 3，ASC= 接头 蛋白 凋 亡 相关 斑点 样 蛋 
白 ，Caspase-1= 天 冬 氨 酸 蛋 白水 解 酶 1，GSDMD= 焦 亡 执行 蛋白 ， 
N-GSDMD= 抗 N 端 结构 域 的 焦 亡 执行 蛋白 ;“ 表 示 与 对 照 组 比较 
P<0.05,“ 表示 与 模型 组 比较 P<0.05。 
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114 kDa 

21 KDa 

Caspase—1 20 KDa 

GSDMD 53 KDa 


注 : NLRP3=NOD 样 受 体 3，ASC= 接头 蛋白 凋 亡 相关 斑点 样 蛋 
白 ，Caspase-1= 天 冬 氨 酸 蛋 白水 解 酶 1，GSDMD= 焦 亡 执行 蛋白 ， 
N-GSDMD= 抗 N 端 结构 域 的 焦 亡 执行 蛋白 ，B -Actin= 肌 动 蛋白 。 

2 各 组 细胞 NLRP3 炎 性 小 体 活 化 相关 蛋白 与 焦 亡 相关 蛋白 条 带 
图 


Figure 2 Bands of NLRP3 inflammasome activation related proteins and 


pyroptosis related proteins in each group of cells 


NLRP3 炎症 小 体 受 各 种 信号 刺激 ， 当 受 体 蛋 白 NLRP3 
被 激活 后 表达 上 水 平 显著 提升 ,招募 ASC 并 互相 作用 ， 
从 而 将 原本 无 活性 的 pro-Caspase-1 活化 为 Caspase-1， 
以 此 发 挥 效应 蛋白 的 功效 '" ， 活 化 后 的 Caspase-1 对 
pro-IL-1 等 底 物 进行 切割 ， 最 后 促进 炎症 介质 IL-1B 、 
IL-18 的 成 熟 和 分 泌 '"1。 在 AS 发 生 、 发 展 的 全 过 程 中 ， 
作为 先天 免疫 反应 中 重要 介质 IL-1B 和 IL-18 是 炎症 
反应 的 总 阀门 ， 不 仅 自身 参与 炎症 反应 ， 其 还 作为 上 游 
因子 导致 下 游 其 他 炎症 因子 的 级 联 样 释放 2 。CCK-8 
实验 模型 组 细胞 增值 率 降 低 ， 模 型 组 LDH 活力 增加 ， 
说 明 造 模 成 功 ; 利 拉 重 肽 可 持 抗 ox-LDL 造成 的 内 皮 细 


高 分 子 复合 物 ， 自 身 剪 切 成 有 酶 学 活性 的 Caspase-1， 
切割 GSDMD， 释 放 N-GSDMD 与 细胞 膜 脂 类 相 结 合 ， 
多 聚 化 并 在 细胞 膜 形 成 孔洞 ， 导 致 细胞 肿胀 而 焦 亡 上 
51。 由 于 细胞 膜 孔 的 形成 ，IL-1B 和 工 -18 等 促 炎症 
因子 释放 至 细胞 外 ， 放 大 炎症 反应 “”i。 研 究 发 现 ， 
在 AS 破裂 的 斑 块 中 检测 到 大 量 的 Caspase-1， 进 一 步 证 
明 NLRP3 炎症 小 体 介 导 的 细胞 焦 亡 参与 AS 的 发 展 '2) 。 
与 对 照 组 相 比 ， 炎 症 小 体 相关 和 蛋白 NLRP3、ASC、 
Caspase-1、 焦 亡 相 关 和 蛋白 GSDMD 和 N-GSDMD 在 模型 
组 中 表达 量 升 高 ， 说 明 炎 症 反应 及 细胞 焦 亡 参与 AS， 
进一步 说 明 造 模 成 功 。 与 模型 组 相 比 ，NLRP3 、ASC 和 
Caspase—1 在 利 拉 和 鲁 肽 高 浓度 组 中 表达 量 降 低 ，ASC 在 
利 拉 鲁 肽 中 浓度 组 中 表达 量 降低 ， 说 明 高 剂量 的 利 拉 重 
肽 可 以 抑制 炎症 小 体 的 表达 。 

随 着 对 AS 的 研究 日 益 深 入 ， 科 研 工作 者 开始 探索 
其 发 病 机 制 。 过 量 的 脂 质 沉 积 导 致 了 AS 斑 块 的 形成 ， 
而 炎症 反应 会 使 促 炎 细胞 因子 释放 ， 介 导 细 胞 焦 立 ， 从 
而 加 速 AS 的 发 展 2 。 本 研究 表明 利 拉 鲁 肽 显著 抑制 
ox-LDL 诱导 的 内 皮 细 胞 NLRP3 炎 性 小 体 活 化 ,减少 内 
皮 细 胞 的 焦 亡 ， 从 而 发 挥 抗 动脉 硬化 作用 ， 有 望 为 临床 
AS 的 治疗 研究 提供 新 的 思路 和 新 训 点 。 由 于 经 费 的 限 
制 ， 本 实验 未 设计 动物 实验 ， 以 及 NLRP3 炎症 小 体 的 
具体 激活 机 制 ， 这 也 是 本 研究 未 来 研究 发 展 方向 。 

作者 贡献 : 陈 玲 提 出 主要 研究 目标 ， 负 责 研 究 的 构 
思 与 设计 ， 研 究 的 实施 ， 撰 写 论文 ; 徐 锐 实验 操作 ， 数 
据 的 收集 与 整理 ， 张 占 英 统计 学 处 理 ， 图 、 表 的 绘制 与 
展示 ; 程 新 春 进行 论文 的 修订 ; 徐 红 负 责 文章 的 质量 控 
制 与 审查 ， 对 文章 整体 负责 ， 监 督 管理 。 


本 文 无 利益 冲突 。 
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